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高选择性基因工程菌 E. coli SE5000 生物富集
水体中的镍离子
赵肖为1 ,李清彪2 ,卢英华2 ,何 　宁2 ,孙道华2 ,邓 　旭2 3 　(1. 温度大学化工研究
所 ,温州　325035 ;2. 厦门大学化工系 ,厦门　361005)
摘要 :利用基因工程菌 E. coli SE5000 对水体中的镍离子进行富集研究. 菌体细胞对 Ni2 + 的富集速率很快 ,富集过程满足
Langmuir 等温线模型. 经基因改造的基因工程菌不仅最大镍富集容量与原始宿主菌相比增加了 4 倍多 ,而且对 pH 值的变化
呈现出更强的适应性. 对离子强度及其它共存重金属离子的影响的实验结果表明 :Na + ,Ca2 + ,Cd2 + ,Pb2 + 的影响较小 ,但
Mg2 + ,Hg2 + ,Cr3 + 和 Cu2 + 所引起的负面效应较大. 金属螯合剂 EDTA 的存在对基因工程菌的富集行为影响很大.
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Abstract :A genetically engineered E. coli SE5000 strain which simultaneously expressed nickel transport system and metallothionine was used
to accumulate Ni2 + from aqueous solution. Bioaccumulation process was rapid and followed linearized Langmuir isotherm. A more than four2
folds increase of Ni2 + binding capacity was obtained by genetically engineered E. coli cells compared with original host E. coli cells. A pH
assay showed that genetically engineered E. coli cells could accumulate Ni2 + effectively over a broad range of pH (4 to10) and the optimal pH
was 816. The presence of 1000 mg·L - 1 Na + and Ca2 + , or 50 mg·L - 1 Cd2 + or Pb2 + did not have obvious effects on Ni2 + bioaccumulation ,
while Mg2 + , Hg2 + , Cr3 + and Cu2 + posed severe adverse effects on Ni2 + uptake by genetically engineered E. coli . The presence of EDTA
could inhibit nickel uptake.
Keywords : Escherichia coli ; nickel ; bioaccumulation ; wastewater treatment
收稿日期 :2003203226 ;修订日期 :2003208219
基金项目 :2003 年教育部优秀青年教师资助计划 ; 浙江省自然科学基金 (M203130)资助
作者简介 :赵肖为 (1964 —) ,男 ,副教授 , sherwoodchiu @sohu. com ; 3 通讯联系人 : xdeng @jingxian. xmu. edu. cn
生物吸附法作为一种新型的重金属废水处理方法 ,近年来已在对铅、汞、铜、镉等重金属离
子的去除方面获得了广泛的关注 ,取得了一些令人满意的研究结果[1 ,2 ] . 然而 ,含镍废水似乎不
适合采用生物吸附法处理 ,因为不少研究表明许多微生物对镍离子的吸附量普遍低于其它重
金属[3 ,4 ] . Tsezos 等人认为这可能是镍离子的一些内在的化学性质引起的空间位阻所致[5 ] . 因
此 ,开发一种新的技术用于含镍废水的治理势在必行. 运用分子生物学技术构建对目标重金属
有高选择性和高富集能力的基因工程菌是实现这一目标的一条捷径. 已有研究者将这一技术
运用于含汞废水的治理并取得成功[6 ,7 ] ,但到目前为止还鲜见利用基因工程菌处理含镍废水的
报道. 1995 年 Mobley 等人在 Helicobacter pylori 中发现了一种高特异性的 Ni2 + 输送蛋白质[8 ] ,并
通过对蛋白质多肽链的测序分离到编码该蛋白质的基因 nixA. 这项工作为高选择性镍基因工
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实验中所采用的宿主菌为 E. coli SE5000 ,由本实验室保存 ;质粒 pSUNI 是带有 nixA 基因
的重组质粒 ,由本实验室构建. 构建方法 :包含整个 nixA 基因的质粒 pUEF202[8 ]经 Pst Ⅰ和 Kpn
Ⅰ酶切后得到包含 nixA 基因的 215 Kb 长的酶切片段 ,将此片段通过 T4 连接酶插入经 Pst Ⅰ和
Kpn Ⅰ酶切处理的 pSU39 克隆载体[9 ] 的 lacZ 基因的多克隆位点获得 pSUNI 质粒. 该质粒从
pSU39 继承了卡拉霉素 ( Kanamycin) 选择性标记. 重组质粒 p GPMT3 带有金属硫蛋白的编码基
因及氨苄霉素 (Ampicillin)选择性标记[10 ] . 金属硫蛋白是一组富含巯基的低分子量蛋白质 ,它
既可高容量地结合重金属离子 ,又可在细胞体内消除重金属离子对细胞本身的毒害作用. 通过
电穿孔法利用两种重组质粒对宿主菌进行转化 ,并利用 Ap r 和 Kp r 两种选择性标记筛选转
化子.
112 　培养基和抗生素
实验中采用的细菌培养基为 LB 培养基 ,组成 : 蛋白胨 5 g·L - 1 ,酵母膏 10 g·L - 1 ,NaCl
10 g·L - 1 . 培养基中加入 50 mg·L - 1的 Ampicillin 和 30 mg·L - 1的 kanamycin.
113 　细胞培养
基因重组菌从保存斜面上接种到含 50 mg·L - 1氨苄霉素和 30 mg·L - 1卡拉霉素的LB (Luria
broth)培养液中 ,在恒温 37 ℃,转速为 180 r·min - 1条件下振荡过夜. 取少量菌液接种到相同的
LB 培养液中 , 使初始菌体密度 OD600值为 011～013 ,在同样条件下振荡培养至 OD600为 015～
017 时 ,添加诱导物异丙基β2D2硫代半乳糖苷 ( IPTG) 至终浓度 110 mmol·L - 1 ,再次振荡培养 4
h ,4 ℃下离心收获菌体待用. 未经外源基因转化的原始宿主菌 E. coli SE5000 的培养方法与重
组菌相同 ,只是LB 培养液中不含氨苄霉素和卡拉霉素两种抗生素 ,不需 IPTG诱导.
114 　生物富集
将一定量的菌体悬浮于含 10 mg·L - 1 Ni2 + 以及其它共存组分 (视实验情况而定)的溶液中 ,
在恒温 37 ℃,转速为 180 r·min - 1下振荡培养 1 h ,离心收集菌体. 为测量菌体内所富集 Ni2 + 含
量 ,将收集的菌体干燥后用 70 %的高纯度 HNO3 溶液消化过夜. 考察富集速率时 ,在不同的时
间用 012μm 孔径的醋酸纤维膜收集菌体 ,以使菌体和处理液尽快分离开来.
由于重金属离子易于被容器器壁吸附而导致实验误差 ,实验中所用的所有导管和玻璃容
器使用前都用 20 %的硝酸溶液浸泡过夜 ,然后用去离子水浸洗干净.
115 　分析方法
菌体浓度的测定采用可见光分光光度计 ,在 600 nm 波长下测定菌液的透光度 ;处理液及
菌体中镍离子浓度的测定都采用原子吸收光谱仪完成. 菌体对 Ni2 + 的富集量用 mg·g - 1 (细胞
干重)表示. 经测定 ,菌液透光度 OD600 = 110 相当于菌体浓度为 01396 g·L - 1 .
2 　结果与讨论
211 　富集速率
将适量菌体悬浮于浓度为 10 mg·L - 1的 Ni2 + 溶液中 ,使菌体浓度在 015 g·L - 1左右 ,定时取
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图 1 　基因工程菌和原始宿主菌 E. coli
SE5000 对 Ni2 + 富集速率的比较
Fig. 1 　Time course of Ni2 + uptake by genetically
engineered E. coli SE5000 and host E. coli
SE5000 from 10 mg1L - 1 Ni2 + solutions
样考察细胞富集 Ni2 + 的速率. 图 1 的结果表明无论是
重组菌还是原始宿主菌 ,其富集 Ni2 + 的速率都很快 ,基
本上在前 10 min 就完成了 95 %以上的富集量. 因此 ,细
胞对 Ni2 + 的生物富集是一个快速反应过程. 从前 10
min 两种菌体的作用曲线来看 ,原始宿主菌比重组菌更




2 + 输送到细胞内部 ,因此需要更多的时间达到富集
平衡.
212 　平衡富集量
不同 Ni2 + 浓度下重组菌和原始宿主菌的富集实验
结果如图 2. 与原始宿主菌相比 ,经外源基因 nixA 和
MT编码基因转化后的重组菌对 Ni2 + 的富集容量有了
一个很大的提高 ,从 1159 mg·g - 1增加到 7105 mg·g - 1 ,增幅达 4 倍多. 这是因为重组菌中表达出
来的镍转运蛋白和金属硫蛋白所起的作用. 镍转运蛋白将溶液中的 Ni2 + 高选择性结合后跨过
细胞膜转运到细胞质内 ,使 Ni2 + 与细胞质内的金属硫蛋白结合. 由于金属硫蛋白含有大量巯
基可以富集大量的 Ni2 + ,因此整个细胞对镍的富集容量就大幅度增加.
图 2 　基因工程菌和原始宿主菌 E. coli SE5000
对 Ni2 + 的平衡富集等温线
Fig. 2 　Ni2 + bioaccumulation isotherms by genetically
engineered E. coli SE5000 and host
E. coli SE5000
图 3 　基因工程菌和原始宿主菌 E. coli SE5000
对 Ni2 + 的线性 Langmuir 等温线
Fig. 3 　Linearized Langmuir isotherms plot for Ni2 +
bioaccumulation by genetically engineered
E. coli SE5000 and host E. coli SE5000
　　将菌体对不同浓度 Ni2 + 的平衡富集结果用典型的Langmuir 模型描述 :
CeΠq = (1Πqm) Ce + KΠqm
　　式中 , Ce 为溶液中 Ni
2 + 的平衡浓度 (mg·L - 1 ) , q 为菌体对 Ni2 + 的富集量 (mg·g - 1 ) , qm 为
最大富集容量 (mg·g - 1 ) , K为解离常数 (mg·L - 1 ) . 其中的 qm 和 K可通过对 CeΠq2Ce 作图得出.
图 3 的结果显示Langmuir 模型可以很好地描述菌体的富集行为 ,并由此可得出重组菌和原始
宿主菌的 qm 值分别为 7114 mg·g - 1和 1162 mg·g - 1 .
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213 　pH值对富集行为的影响
图 4 　pH对基因工程菌和原始宿主菌 E. coli
SE5000 富集 Ni2 + 的影响
Fig. 4 　Influence of pH on Ni2 + bioaccumula2
tion from 10 mg·L - 1 Ni2 + solutions by
genetically engineered E. coli SE5000







等人在利用 Pseudomonas fluorescens 4F39 细胞吸附 Ni2 +
时 ,pH从 8 到 615 的变化致使微生物细胞对 Ni2 + 的吸
附量下降了 92 %[11 ] . 图 4 的结果表明重组菌富集 Ni2 +
的最佳 pH 在 816 左右 ,而原始宿主菌的最佳 pH 在
712. 整个实验过程中 (pH 4～10)没有沉淀现象发生. 虽
然随 pH的增大或减小富集量都下降 ,但在整个实验范
围内 ,重组菌的富集量都保持在 3192 mg·g - 1以上 ,最大
的下降幅度为 38 %. 而原始宿主菌对 Ni2 + 的富集行为
就受 pH的影响较大 ,在实验范围内最大下降幅度高达
77 % ,这表明重组菌能在更宽的 pH范围内保持较高的富集效率.
图 5 　Na + , Ca2 + 和 Mg2 + 对基因工程菌
E. coli SE5000 富集 Ni2 + 的影响
Fig. 5 　Effect of Na + , Ca2 + , Mg2 + on Ni2 +
bioaccumulation from 10 mg·L - 1 Ni2 +
solutions by genetically engineered
E. coli SE5000
214 　钠、镁、钙离子对富集行为的影响
有研究表明 ,离子交换法和生物吸附法受离子强度的影响非常大[12 ] ,因此有必要考察重
组菌对 Ni2 + 的富集行为是否受钠、镁、钙离子的影响. 结果表明 3 种离子都导致重组菌对 Ni2 +
的富集量有不同程度的下降 (图 5) . Na + 和 Ca2 + 的影响较小 ,在这两种离子浓度达到 1000 mg·
L
- 1的情况下重组菌对 Ni2 + 仍然分别保持了 61 %和 58 %的原有富集能力.
与 Na + 和 Ca2 + 相反 ,Mg2 + 对重组菌的 Ni2 + 富集行为影响非常大 ,当 Mg2 + 浓度仅为 30 mg·
L
- 1时富集量就下降了 33 % ,而当 Mg2 + 浓度达到 200 mg·L - 1时富集量几乎完全丧失. 造成这一
反常现象的原因可能是 Mg2 + 对 nixA 表达出来的镍转
运蛋白与 Ni2 + 的结合过程存在强烈的抑制作用. Webb
等人在 E. coli 及其它微生物细胞中发现了一个内源
Mg
2 + 输送系统[13 ] ,该系统在外界存在 Mg2 + 时输送
Mg
2 +
,当 Mg2 + 缺乏时则输送 Ni2 + ,而当外界环境中
Mg
2 + 浓度逐渐升高时 ,系统又转而输送 Mg2 + ,并逐渐
中断 Ni2 + 的输送. Jasper 和 Silver 等人通过基因工程手
段将 E. coli 的内源 Mg2 + 输送系统缺失后发现细胞几
乎完全丧失了从外界吸取 Ni2 + 的能力[14 ] . 因此 Mg2 + 在
微生物细胞对 Ni2 + 的吸收方面存在一些特殊的抑制作




不同的. Nakajima 和 Sakaguchi 考察了 83 种微生物细胞
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对 9 种重金属离子的吸附行为 ,结果表明当溶液中有其它重金属离子共存时 ,几乎所有微生物
对 Ni2 + 的选择吸附能力都很低 ,最大的 Steptomyces albus HUT6047 也仅达到 11057 mg·g - 1 ,远低
于其对 Hg2 + ,Cu2 + ,Pb2 + 等离子的吸附量[15 ] . 我们在实验中考察了其它重金属离子共存时重组
图 6 　Cd2 + , Cu2 + , Hg2 + , Cr3 + 和 Pb2 +
对基因工程菌 E. coli SE5000
富集 Ni2 + 的影响
Fig. 6 　Effect of Cd2 + , Cu2 + , Hg2 + , Cr3 +
and Pb2 + on Ni2 + bioaccumulation
from 10 mg·L - 1 Ni2 + solution by
genetically engineered E. coli SE5000
菌对 Ni2 + 富集行为. 从图 6 的结果来看 ,Pb2 + 和 Cd2 + 的
影响较小 ,当 Pb2 + 和 Cd2 + 浓度达到 50 mg·L - 1时重组菌
对 Ni2 + 的富集容量分别下降 47 %和 44 % ,仍保持了 312
mg·g - 1以上的富集能力 ;而 Cr3 + ,Cu2 + 对富集行为的影
响较大 ,当这 2 种离子浓度分别达到 50 mg·L - 1 时 Ni2 +
的富集容量分别下降了 90 %和 75 %. Hg2 + 的影响最大 ,
当 Hg2 + 浓度达到 30 mg·L - 1时 ,重组菌对 Ni2 + 的富集能
力几乎全部丧失. Hg2 + 和 Cu2 + 可能是因为金属硫蛋白对
这 2 种金属离子的亲和力大于 Ni2 + . Winge 和 Nielson 的
研究表明金属硫蛋白对不同重金属离子亲和力大小的







图 7 　EDTA对基因工程菌 E. coli
SE5000 富集 Ni2 + 的影响
Fig. 7 　Effect of EDTA on Ni2 + bioaccumula2
tion from 10 mg·L - 1 Ni2 + solution by
genetically engineered E. coli SE5000
换法的处理效果[12 ] . Chen 等人在利用以 E. coli JM109
为宿主菌在细胞内同时表达汞转运蛋白和金属硫蛋白
的基因工程菌处理含汞废水的研究中 ,发现金属螯合
剂 EDTA 的存在基本上不影响微生物细胞对 Hg2 + 的富
集作用[7 ] . 为此我们考察了 EDTA 的存在对本研究中同
时表达镍转运蛋白和金属硫蛋白的基因工程菌 E. coli
SE5000 富集 Ni2 + 的影响. 实验中 Ni2 + 溶液的 EDTA 的
初始浓度在 0～2 mmol·L - 1的范围之内. 结果表明 ED2
TA 对基因工程菌的富集行为影响很大 (图 7) ,当 EDTA
的浓度仅为 015 mmol·L - 1 时 ,基因工程菌对 Ni2 + 的富
集量就下降了 68 % ;当 EDTA 浓度上升到 2 mmol·L - 1
时 ,富集量只剩下原来的 5 %. 本研究中的富集镍的重
组菌与 Chen 等人富集汞的重组菌受 EDTA 的影响如此
不同可能是镍转运蛋白与汞转运蛋白之间的差异所造
成的. 虽然研究表明镍转运蛋白对 Ni2 + 的亲合力比汞转运蛋白对 Hg2 + 的亲合力大得多[17 ] ,但
我们分析可能正是这种亲合力的差异导致镍转运蛋白仅能转运游离的 Ni2 + ,而汞转运蛋白却
能同时转运游离的 Hg2 + 以及 Hg2 + 2EDTA 的复合物 ,从而不受 EDTA 存在的影响.
3 　结论
大肠杆菌 E. coli SE5000 通过基因工程的手段经外源的 nixA 基因和金属硫蛋白编码基因
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转化后 ,所得到的基因重组菌可在细胞膜处表达出对 Ni2 + 具有高亲和力的镍转运蛋白 ,以及
在细胞质内表达出对重金属离子有高结合容量的金属硫蛋白 ,其对 Ni2 + 的富集能力比原始的
宿主菌 E. coli SE5000 增加了 4 倍多. 重组菌从水体中富集 Ni2 + 的速率很快 ,富集过程可用经
典的Langmuir 模型描述. 重组菌能在 pH 4～10 的范围内有效地富集Ni2 + ,最佳 pH为 816 ,表明
菌体对酸碱度的变化有较强的适应能力 ;与传统的生物吸附法相比 ,溶液中 1000 mg·L - 1 的
Na + 或 Ca2 + 对重组菌的富集行为影响较小 ,但 Mg2 + 的存在却能产生严重的影响 ; Cr3 + 和 Cu2 +
对重组菌的富集过程产生的影响比 Cd2 + 或 Pb2 + 严重 ,而 Hg2 + 负面影响最大. EDTA 的存在对
重组菌的富集行为有严重的抑制作用.
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